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Abstract 
 Inoculant with N2 fixation capacity and optimal cell density and the 
concentration of precursor in the synthesis of growth hormone is required in the 
production process of liquid biofertilizers Azospirillum. This experiment was conducted 
in order to study the effect of the combination of the concentration of tryptophan as 
precursors and initial concentration of inoculants Azospirillum to the increased 
production of hormones, nitrogen, and the cell density of liquid biofertilizers. Completely 
randomized design with nine treatment combinations initial concentration inoculant (5, 
10 and 15%) and the concentration of tryptophan (without, 50 and 100 g mL
-1
) with 
three replications was used in this study. The results showed a positive effect occurs from 
the initial inoculum concentration Azospirillum and tryptophan concentration on nitrogen 
and production of IAA, but has no effect on cell density Azospirillum. The technology to 
manufacture biofertilizer liquid inoculant Azospirilum with an initial concentration of 
10% and 50 g ml-1 tryptophan is the best combination in producing of liquid 
biofertilizer. 




Inokulan murni dengan kapasitas fiksasi N2 dan kepadatan sel optimal serta 
konsentrasi prekursor dalam sintesis hormon tumbuh diperlukan dalam proses produksi 
pupuk hayati cair Azospirillum. Percobaan ini dilakukan dalam rangka mempelajari 
pengaruh kombinasi konsentrasi tryptophan sebagai prekursor dan konsentrasi awal 
inokulan Azospirillum  terhadap peningkatan produksi hormon  dan nitrogen total serta 
kepadatan sel Azospirillum pupuk hayati cair. Rancangan acak lengkap sembilan 
perlakuan kombinasi konsentrasi awal inokulan (5, 10 dan 15 %)  dan konsentrasi 
tryptophan (tanpa, 50 dan 100 g ml
-1
) dengan tiga ulangan digunakan dalam penelitian 
ini. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa kombinasi konsentrasi inokulan awal 
Azospirillum dan konsentrasi tryptophan berpengaruh positif terhadap nitrogen total dan 
produksi IAA, tetapi tidak berpengaruh terhadap kepadatan sel Azospirillum. Teknologi 
pembuatan pupuk hayati cair Azospirilum dengan konsentrasi awal inokulan 10 % dan 50 
g ml
-1
 tryptophan merupakan kombinasi yang terbaik dalam memproduksi inokulan 
pupuk hayati cair. 
Kata Kunci :  Tryptophan, Nitrogen Total, IAA,  Azospirillum 
 
PENDAHULUAN 
Peningkatan penggunaan pupuk kimia dalam budidaya padi sawah diduga 
menjadi penyebab terjadinya penurunan kesehatan tanah. Oleh karena itu, diperlukan 
adanya perubahan perilaku penggunaan pupuk yang mengedepankan pemanfaatan bahan 
organik dan mikroba sebagai pupuk hayati agar tanah tetap terjaga kesehatannya. Pupuk 
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hayati didefinisikan oleh (Vessey, 2003) sebagai zat yang mengandung mikroorganisme 
hidup yang bila diterapkan pada benih, permukaan tanaman, atau tanah, berkolonisasi di 
rhizosfer atau masuk ke dalam jaringan tanaman akan meningkatkan pertumbuhan 
dengan meningkatkan pasokan atau ketersediaan nutrisi utama untuk tanaman. Menurut 
Saxena (1993) pupuk hayati adalah beberapa mikroba non-simbiosis dan simbiosis seperti 
Azospirillum, Bacillus polymyxa, Pseudomonas striata dan Azotobacter  yang dapat  
merangsang pertumbuhan tanaman dan memberikan kontribusi pada perbaikan ekosistem.  
Salah satu jenis pupuk hayati adalah pupuk penambat N udara non simbiotis yaitu 
dari genus Azospirillum. Azospirillum sp. merupakan bakteri mikroaerofilik yang 
potensial dimanfaatkan sebagai pupuk hayati pada lahan sawah. Hasil penelitian Mirza et 
al. (2000) yang dilakukan di rumah kaca menggunakan tanah tidak steril memperlihatkan 
bahwa inokulasi Azospirillum lipoferum dapat meningkatkan hasil padi sebesar 6,7 g per 
tanaman dibandingkan tanaman padi tanpa inokulasi atau meningkat sebesar 80,7 %.  
Pertanaman padi yang diinokulasi dengan Azospirillum brasilense terjadi peningkatan 
hasil sekitar 1,8 t ha
-1
 atau meningkatkan sebanyak 22 % dibandigan tanpa inokulasi 
(Balandreau, 2002). Peneliti lainnya yaitu Murty dan Ladha  (1988) memperoleh hasil 





 tanaman padi dengan kultur hidroponik. 
Selain berperan secara langsung dalam meningkatkan kandungan N tanaman, 
Azospirillum sp. juga mampu menghasilkan fitohormon yang diduga berpengaruh lebih 
besar terhadap pertumbuhan tanaman daripada N yang disumbangkan. Inokulasi  
Azospirillum sp. pada bibit jagung menambah konsentrasi IAA terikat maupun bebas di 
daerah perakaran dibandingkan tanama kontrol (Fallik et al. 1989). Penelitian Lestari et 
al. (2007) mengungkap adanya produksi auksin pada kultur cair Azospirillum sp. 
Azospirillum sebagai bakteri yang bersifat endofit mikroaerofilik diketahui dapat 
memproduksi hormon auksin jenis indole acetic acid  (Lee et al. 1988; Spaepen et al. 
2008). Peningkatan konsentrasi IAA yang dihasilkan Azospirillum berefek positif 
terhadap pertumbuhan dan perkembangan padi IR64 (Lestari et al. 2007).  Berdasarkan 
beberapa hasil kajian para peneliti, Azospirillum dalam memproduksi IAA menggunakan 
tryptophan sebagai prekursor.  Hasil penelitian Ona et al. (2005) menunjukkan bahwa 
kultur dari Azospirillum brailense yang diberi tryptophan (Trp) sebagai prekursor 
menghasilkan IAA lebih tinggi dibandingkan tanpa pemberian tryptophan.  
Inokulan murni dengan kapasitas fiksasi N2, produksi hormon dan kepadatan sel 
optimal diperlukan dalam proses produksi pupuk hayati cair Azospirillum. Kepadatan sel 
awal dari inokulan Azospirillum yang tepat diperlukan untuk dapat berkembang dan 
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berperan secara optimal dalam menambat nitrogen udara dan memproduksi hormon 
tumbuh. Berdasarkan standar dari Kementerian Pertanian nomor: 





. Oleh karena itu konsentrasi awal inokulan dalam produksi pupuk 
hayati cair sangat menentukan. Penelitian ini dilakukan dalam rangka mempelajari 
pengaruh kombinasi konsentrasi tryptophan dan konsentrasi awal inokulan Azospirillum  
terhadap peningkatan produksi hormon dan nitrogen total serta kepadatan sel 
Azospirillum. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh teknologi optimasi yang tepat 
dalam memproduksi hormon tumbuh dan fiksasi nitrogen oleh Azospirillium. 
 
METODE PENELITIAN 
Pelaksanaan penelitian bertempat di Laboratorium Biologi dan Bioteknologi 
Tanah, Jurusan Ilmu Tanah dan Manajemen Sumberdaya Lahan, Fakultas Pertanian 
Universitas Padjadjaran selama 2 bulan.  Sumber inokulan Azospirillum irakense koleksi 
Laboratorium Biologi dan Bioteknologi Tanah, Jurusan Ilmu Tanah dan Manajemen 
Sumberdaya Lahan, Fakultas Pertanian Universitas Padjadjaran.  Produksi pupuk hayati 
cair dengan cara bakteri dikultur pada media cair Okon yang ditambah dengan larutan 
tryptophan. 




    
Gambar 1 Isolat Murni Azospirillum pada media Okon agar miring dan proses kultur cair 
okon 
 
Penelitian eksperimental ini dirancang dalam rancangan acak lengkap diulang 
tiga kali dengan kombinasi perlakuan sebagai berikut :  t1 = konsentrasi inokulan 5%, 
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tanpa tryptophan; t2 = konsentrasi inokulan 5%, 50 g ml
-1
 tryptophan; t3 = konsentrasi 
inokulan 5%, 100 g ml
-1
 tryptophan; t4 = konsentrasi inokulan 10%, tanpa tryptophan; 
t5 = konsentrasi inokulan 10%, 50 g ml
-1
 tryptophan; t6 = konsentrasi inokulan 10%, 
100 g ml
-1
 tryptophan; t7 = konsentrasi inokulan 15%, tanpa tryptophan; t8 = 
konsentrasi inokulan 15%, 50 g ml
-1




Kultur cair Azopspirillium dengan konsentrasi sesuai perlakuan dimasukkan ke 
dalam 50 ml media Okon cair di dalam tabung botol 100 ml. Kultur di dalam botol 100 
ml tersebut kemudian ditempatkan di atas mesin pengocok pada suhu kamar selama 72 
jam.  
Variabel respon yang diamati dalam penelitian ini adalah (a) N-Total 
menggunakan metode Kjeldahl (Sulaeman et al. 2005); (b) Produksi hormon IAA diukur 
menggunakan HPLC (High Performance Liquid Chromatografy) menurut  Chen (1987); 
(c) Kepadatan sel bakteri Azospirillum dihitung menggunakan metode pengenceran plat 
dengan media Okon (Schinner et al. 1995). Produksi hormon IAA dari kultur 
Azospirillum, nitrogen total pada kultur yang telah disentrifugasi 13000 rpm  dan 
kepadatan sel diamati setelah 72 jam inkubasi dari supernatan kultur.  Data hasil 
pengamatan pada penelitian ini dianalisis dengan Analisis Ragam pada taraf nyata 5 % 
dan dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5 % (Steel dan Torrie, 
1980). 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pengamatan variabel respon yang terdiri dari populasi Azospirillum, nitrogen total 
dan auksin (IAA) yang dihasilkan dari inokulan cair dilakukan setelah inkubasi selama 72 
jam di atas mesin pengocok. Kombinasi konsentrasi inokulan Azospirillum dan 
konsentrasi tryptophan berpengaruh nyata pada taraf 5 % terhadap nitrogen total dan 
produksi auksin, tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap kepadatan sel Azospirillum. 
Menurut  Ona et al.  (2005) bahwa tryptophan adalah prekursor sintesis IAA oleh 
Azospirillum brasiliensis, yang pada penelitian ini juga berperan meningkatkan produksi 
IAA. Hal senada disampaikan oleh Spaepen et al. (2007), bahwa jalur terbaik dalam 
produksi auksin oleh Azospirillum adalah melalui intermediet indole-3-acetamide (IAM) 
dan indole-3-piruvat (IPyA). 
Terjadinya pengaruh yang nyata dari peningkatan konsentrasi inokulan awal 
terhadap nitrogen total dan produksi IAA (auksin) akibat adanya metabolisme bakteri 
dalam mendorong proses fiksasi nitrogen dan produksi hormon tumbuh. Konsentrasi 
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inokulan awal yang lebih pekat memberikan peluang lebih banyak Azospirillum yang 
dapat berkembang biak dan aktif dalam memfiksasi N dan produksi hormon. Biosintesis 
IAA oleh Azospirillum menurut Reis et al. (2011) dipengaruhi oleh sumber energi 
(karbon), kondisi lingkungan biotik maupun abiotik dan kepadatan populasi. Faktor lain 
yang berpengaruh terhadap proses sintesis IAA oleh Azospirillum adalah kondisi oksigen 
pada media bakteri. Hasil penelitian Ona, et.al. (2005) memperlihatkan bahwa kondisi 
aerobik (ketersedian oksigen banyak) memberikan  produksi IAA yang lebih rendah 
dibandingkan pada kondisi mikroaerob. Sehingga Azospirillum yang pada kultur cair 
mempunya potensi yang besar untuk menghasilkan auksin.  Selain itu, fenomena ini 
menunjukkan bahwa isolat Azospirillum yang dijadikan sebagai bahan baku pembuatan 
pupuk hayati cair merupakan isolat yang unggul dalam menambat N dan produksi IAA 
(auksin). 
Tabel 1. Pengaruh Pengaruh Kombinasi Konsentrasi Inokulan Awal  Azospirillum dan 
Konsentrasi Tryptophan terhadap Rata-Rata Kepadatan Sel Azospirillum, 

















Konsentrasi Inokulan 5%; tanpa 
tryptophan 
7,1 a 2,3 ab 105,6 abc 




9,6 a 1,8 b 105,3 abc 




6,5 a 2,6 a 88,6 c 
Konsentrasi Inokulan 10%; tanpa 
tryptophan 
7,0 a 2,6 a 98,1 bc 




7,2 a 2,6 a 129,4 a 




11,5 a 2,6 a 121,2 ab 
Konsentrasi inokulan 15%; tanpa 
tryptophan 
6,6 a 2,6 a 130,4 a 




7,4 a 2,4 a 127,1 a 




7,4 a 2,4 a 131,1 a 
BNT0.05 4,5 0,5 26,4 
Keterangan : angka yang diikuti dengan huruf kecil yang sama dalam kolom menunjukkan tidak 
berbeda nyata berdasarkan uji BNTpada taraf nyata 5%. 
 
Pengukuran nitrogen total dilakukan dengan cara mengukur supernatan setelah 
sentrifugasi 13000 rpm dari inokulan cair yang ditumbuhkan di atas mesin pengocok 
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selama 72 jam. Perlakuan konsentrasi inokulan 10 % dengan pemberian tryptophan 50 g 
ml
-1
 menghasilkan nitrogen total tertinggi (2,63 %), sedangkan pada perlakuan 
konsentrasi inokulan 5% dengan pemberian tryptophan  50 g ml
-1
 menghasilkan 
nitrogen total terendah (1,8 %). Produksi auksin tertinggi terdapat pada perlakuan 





), sedangkan terendah terdapat pada perlakuan kombinasi konsentrasi inokulan 
5% dengan pemberian tryptophan 100  g ml
-1
 (88,6 mg kg
-1
). 
Kepadatan sel Azospirillum tertinggi terdapat pada perlakuan konsentrasi 
inokulan 10% dengan pemberian tryptophan 100  g ml
-1





sedangkan kepadatan sel terendah terdapat pada perlakuan konsentrasi inokulan 5% 
dengan pemberian tryptophan 100  g ml
-1




). Kepadatan sel 
Azospirillum pada pupuk hayati cair ini telah sesuai dengan baku mutu Kementerian 




. Kepadatan sel 
tersebut sudah diatas standar optimal untuk inokulan Azospirillum dalam meningkatkan 
luas permukaan akar yang menurut Fallik et al. (1988) minimal sebesar 10
7
 cfu per 
tanaman. 
Berdasarkan hasil pengamatan dan uji BNT kombinasi konsentrasi inokulan 10 % 
dengan pemberian tryptophan  50 g ml
-1
 merupakan kombinasi yang terbaik dalam 
produksi pupuk hayati cair Azospirilum. Kombinasi perlakuan ini menghasilkan N total 
dan IAA (auksin) berturut-turut sebesar 2,6 %, 129,4 mg kg
-1
  dan kepadatan sel 






Kombinasi konsentrasi awal inokulan 10 % pada media Okon dengan tryptophan 
50 g ml
-1
 menghasilkan pupuk hayati cair Azospirilum  terbaik dalam memproduksi N 
total dan IAA.  Teknologi pembuatan inokulan cair Azospirilum dengan konsentrasi 10 % 
dengan 50 g tryptophan merupakan kombinasi yang terbaik dalam memproduksi pupuk 
hayati cair Azospirrilum. 
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